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ethanol (EtOH) or dexamethasone (Dex) and then challenged with intrahemocoelic 
injections of freeze­dried bacteria, S. marcescens. Immediately after challenge, test 
insects were treated with 20 µg of arachidonic acid (Dex + AA). Control insects were 




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































nodulation reactions to infection by inhibiting eicosanoid 
biosynthesis in tobacco hornworms, Manduca sexta 
Published in Archives of Insect Biochemistry and Physiology: by Y. Park, Y. Kim, S.M. 
Putnam, and D.W. Stanley (2003)
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Abstract 
The bacterium, Xenorhabdus nematophilus, is a virulent insect pathogen. We 
tested the hypothesis that this bacterium impairs insect cellular immune defense reactions 
by inhibiting biosynthesis of eicosanoids involved in mediating cellular defense 
reactions. Fifth instar tobacco hornworms, Manduca sexta, produced melanized nodules 
in reaction to challenge with living and heat­killed X. nematophilus. However, the 
nodulation reactions were much attenuated in insects challenged with living bacteria 
(approximately 20 nodules/larva for living bacteria vs. approximately 80 nodules/larva in 
insects challenged with heat­killed bacteria). The nodule­inhibiting action of living X. 
nematophilus was due to a factor that was present in the organic, but not aqueous, 
fraction of the bacterial cultural medium. The nodule­inhibiting factor in the organic 
fraction was labile to heat treatments. The immunodepressive influence of the factor in 
the organic fraction was reversed by treating challenged hornworms with arachidonic 
acid. The factor also depressed nodulation reactions to challenge with the plant 
pathogenic bacteria, Pseudomonas putida and Ralstonia solanacearum. These findings 
indicate that one or more factors from X. nematophilus depress nodulation reactions in 
tobacco hornworms by inhibiting eicosanoid biosynthesis.
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Introduction 
Insect immune reactions are broadly categorized into two expressions: humoral 
and cellular (Strand and Pech, 1995; Gillespie et al., 1997). Humoral immunity involves 
induced synthesis of various antibacterial proteins and enzymes, which usually appear in 
hemolymph 6 to 12 h post­infection (PI). Cellular, or hemocytic, immunity involves 
direct contact between circulating hemocytes and the invaders. Small invaders, such as 
bacterial cells, are cleared from circulation by phagocytosis and nodulation, a process of 
entrapping bacteria in aggregates of hemocytes. The internalized or entrapped bacteria 
are secondarily killed by various killing mechanisms involving reactive intermediates of 
oxygen (Nappi and Vass, 1998; Carton and Nappi, 1997). Insects protect themselves 
from larger invaders that cannot be taken into individual cells via phagocytosis or 
entrapped in hemocyte­micro­aggregation forms (nodules) by encapsulating the invaders 
in layers of hemocytes (Strand and Pech, 1995; Carton and Nappi, 1997). 
While insect innate immunity provides effective protection from many invaders, 
some are able to overcome or evade the defense reactions. Xenorhabdus nematophilus is 
an intestinal symbiotic bacterium of the entomopathic nematode Steinernema 
carpocapsae (Akhurst, 1980) and a potent insect pathogen. This bacterium enters insects 
with its host nematode, and is released from the nematode into the insect hemolymph, 
where it multiplies and eventually kills the insect (Poinar and Thomas, 1966). The 
freshly­killed insect is the appropriate microenvironment for nematode reproduction and 
development. The mutualism between the bacterium and the nematode depends on the
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ability of the bacterium to evade or somehow impair the normal robust insect immune 
reactions to the bacterial infection. 
Park and Kim (2000) proposed the hypothesis that X. nematophilus impairs insect 
innate cellular immune reactions by inhibiting the biosynthesis of eicosanoids. 
Eicosanoids are oxygenated metabolites of arachidonic acid and two other C20 
polyunsaturated fatty acids. Major groups of eicosanoids include prostaglandins and 
various lipoxygenase products, and these compounds are thought to mediate cellular and 
some humoral immune reactions to bacterial infection (Jurenka et al., 1997, 1999; Miller 
et al., 1994, 1996, 1999; Morishima et al., 1997; Tunaz et al., 1999; Stanley, 2000). Park 
and Kim (2000) showed that treating infected larvae of the moth Spodoptera exigua with 
arachidonic acid reduced the mortality caused by X. nematophilus by 40% and that the 
arachidonic acid effect was expressed in a dose­dependent manner. They also showed 
that treating S. exigua larvae with pharmaceutical inhibitors of eicosanoid biosynthesis 
exacerbated the lethality of X. nematophilus infection. They demonstrated that live, but 
not heat­killed, bacteria exert pathogenicity by impairing the ability of infected insect 
larvae to form nodules in reaction to infection. In this study, we extend these findings 
along two axes. First, we report that challenge with heat­killed X. nematophilus 
stimulated intense nodulation reactions in another insect species, the tobacco horn­worm, 
Manduca sexta, and that the nodulation reactions were severely attenuated by similar 
challenge with live bacteria. Second, the nodulation­impairing action of the bacteria is 
due to a factor that can be extracted into organic solvents from the culture media of 
living, but not heat­killed, bacteria.
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Materials and methods 
Organisms 
Eggs of the tobacco hornworm, M. sexta, were purchased from Carolina 
Biological Supply (Wilmington, NC). The hornworms were reared on standard culture 
medium under the semi­sterile conditions described elsewhere (Gadelhak et al., 1995). 
Fifth instar larvae were used in all experiments. Larvae of Spodoptera exigua were 
cultured as described (Park and Kim, 1999), and fifth in­star larvae were used in one 
experiment. 
Steinernema carpocapsae were collected in Pochon, Korea, and donated by Prof. 
H. Y. Choo (Kyungsang National University, Korea). Entomopathogenic bacteria, 
Xenorhabdus nematophilus, were isolated from the hemolymph of fifth instars of 
Spodoptera exigua infected with Steinernema carpocapsae (Park et al., 1999). The 
bacteria were cultured in tryptic soy agar (Difco, Detroit, MI) at 28°C for 48 h. Bacteria 
were lyophilized, then stored at –70°C. 
Plant pathogenic bacteria, Pseudomonas putida, P. syringae, and Ralstonia 
solanacearum were provided by Prof. Y. Yi (Andong National University, Korea) and 
cultured on nutrient agar (Difco) at 28°C for 48 h. 
Chemicals 
Materials for Manduca saline buffer (MSB: 1.7 mM PIPES {piperazine­N­N’­bis [2­ 
ethanesulfonic acid]}, 4 mM NaCl, 40 mM KCl, 18 mM MgCl2, 3 mM CaCl2, 243 mM 
sucrose, 15 mg/1 polyvinylpyrrolidone, pH 6.5), and ethylene glycol bis (Baminoethyl
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ether)­N,N,N’,N’tetraacetic acid (EGTA) were purchased from Sigma Chemical Co. (St. 
Louis, MO). 
Injections and Nodulation Assay 
The experimental treatments followed the protocols described by Miller and 
Stanley (1998). Tobacco hornworms were chilled on ice and surface­sterilized with 95% 
ethanol. A live (in some experiments a heat­killed) bacterial suspension (10 µl), was 
injected to each test larva through the first abdominal proleg using a 50 µl Hamilton 
micro­syringe (Hamilton, Nevada). Control larvae were injected with the same volume of 
MSB. The treated larvae were incubated at room temperature. After 24 h (or other 
incubation period indicated in Results), the hemocoels were exposed and numbers of 
nodules were counted under a stereomicroscope. 
Dose­Response Curve for Bacterial Challenge 
The bacterial samples were grown on nutrient agar and counted to estimate the 
mean colony forming units (cfu), as described by Park and Kim (2000). Bacterial dosages 
were prepared by diluting the estimated stock suspension with MSB. The treated larvae 
were incubated at room temperature. After 24 h, the numbers of nodules were counted. 
Each dosage treatment (0, 10 1 , 10 2 , 10 4 , 10 6 , and 10 8 cfu/treatment) consisted of six test 
larvae.
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Time Course of Nodulation 
Test hornworms were injected with 10 6 cells of live bacteria in 10 ml MSB as just 
described. Control larvae were injected with the same volume of MSB. After six 
incubation periods, 0, 1, 2, 4, 8, and 16 hours, nodulation was determined by direct 
counting. Each treatment consisted of six test larvae. 
Influence of Heat­Killed Bacteria on Nodulation 
Live bacteria (10 6 cells/10ml) were heat killed at 98°C for 30 min in a shaking 
water bath. Experimental hornworms were injected with the heat­killed bacterial 
suspension. Control larvae were injected with the same volume of live bacterial 
suspension. After 4­h incubations at room temperature, nodulation was determined by 
direct counting. Each treatment consisted of six test larvae. 
Preparing Fractions of Bacterial Culture Media 
X. nematophilus were cultured in 200 ml of tryptic soy broth (Difco) at 28°C for 
48 h. Bacterial suspension medium (200 ml) was extracted in ethyl acetate (200 ml) in a 
1­liter separation funnel. After centrifugation at 4,000 rpm for 30 min, the organic and 
aqueous fractions were separated. The organic fraction was evaporated on a rotary 
evaporator at 30°C and the aqueous fraction was evaporated on a speed vacuum. The 
organic fraction was resuspended in 100 ml of 50% ethanol, and the aqueous fraction was 
resuspended in 100 ml of 0.7% NaCl. Tobacco horn­worms were injected with 20 µl of 
heat­killed bacterial suspension using a 50 µl Hamilton micro­syringe. Within 5 min, the 
hornworms were treated with a second injection of either the organic or aqueous fraction
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(at 0, 5, 10, and 20 µl/ hornworm). After 4 h incubations, nodulation was assessed by 
direct counting. Each treatment consisted of six test larvae. 
Influence of Heat­Treating the Organic Fraction 
The organic fraction was heat­treated at 98°C for 30 min in a shaking water bath. 
Tobacco horn­worms were challenged with 20 µl of heat­killed bacteria. Within 5 min, 
the hornworms were injected with the heat­treated organic fraction (20 µl). Control larvae 
were injected with the same volume of non heat­treated organic fraction. After 4 h 
incubations, nodulation was assessed by direct counting. Each treatment consisted of six 
test larvae. 
Preparing Sub­Fractions of the Organic Fraction 
We prepared micro­columns using 1.0­ml pipette tips plugged with silanized glass 
wool. The columns were charged with 750 mg acidified silica gel, then washed with 3 ml 
ethyl acetate. The organic fractions were dried, then re­suspended in 100 ml ethyl acetate 
and loaded onto the columns. The columns were eluted in step­wise fashion with five 
solvents, using two­375 ml washes for each step. Solvent A was 100% ethyl acetate, 
solvent B was ethyl acetate/acetonitrile, 50%/50%, solvent C was 100% acetonitrile, 
solvent D was acetonitrile/ methanol, 50%/50%, and solvent E was 100% methanol. Each 
eluent was dried and taken up in 100 ml of 50% ethanol. 
To assess the influence of each fraction on nodulation, tobacco hornworms were 
challenged with X. nematophilus, then treated with one of the five sub­fractions. Control
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larvae were injected with the same volume of live bacterial suspension. After 4 h 
incubations at room temperature, nodulation was determined by direct counting. Each 
treatment consisted of six test larvae. 
Rescue Experiments 
Tobacco hornworms were injected with heat­killed bacteria as described. 
Individuals in two groups of test larvae were injected with either 20 ml 95% ethanol or 
the organic fraction. Then, the organic fraction­treated hornworms were divided into two 
sub­groups. Individuals in one sub­group were treated with 20 mg arachidonic acid in 20 
ml 95% ethanol. Insects in the other sub­group were treated with 20 ml of the vehicle, 
95% ethanol. After 4 h incubations, nodulation was assessed by direct counting. Each 
treatment consisted of six test larvae. 
Influence of X. nematophilus on Immune Reactions to Other Bacterial Species 
Three species of plant pathogenic bacteria were cultured on nutrient agar (Difco) 
at 28°C for 48 h, then counted to estimate the mean number of cfu. The bacteria were 
diluted to 10 7 cfu/ml in 0.7% NaCl. S. exigua larvae were injected with 2 ml of bacterial 
suspension, then 2 ml of either the organic or aqueous fractions prepared from X. 
nematophilus culture medium. At 24 h post challenge, nodulation was assessed by direct 
counting.
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Data Analysis 
Treatment means and variances of the transformed data were analyzed by PROC 
GLM of SAS program (SAS Institute, 1989). 
Results 
Dose­Response Curve for Bacterial Challenge 
The intensity of nodulation, determined by numbers of visible nodules formed by 
24 h PI, was dependent on the dosage of infecting bacteria. It can be seen in Figure 1 that 
very few nodules, <2 nodules/larva, were recorded in control insects. The highest 
nodulation, approximately 16 nodules/ larva, was registered in response to bacterial 
dosages of 10 6 and 10 8 cfu/larva, which declined in a statistically significant way in 
reaction to lower bacterial dosages. As a practical matter, we used 10 6 cfu/larva as a 
standard challenge dose in subsequent experiments. 
Time Course Of Nodulation 
The time course of visible nodule formation in tobacco hornworms challenged 
with 10 6 cfu/larva is shown in Figure 2. Nodulation increased from approximately 4 
nodules/larva at 1 h PI to a maximum of approximately 16 nodules/larva at 4 h PI. 
Longer incubation periods did not yield further increases in nodulation intensity. 
Influence of Heat­Killed Bacteria on Nodulation 
Whereas hornworms challenged with standard dosages of live bacteria produced 
low numbers of nodules, typically <20 nodules/larva, we recorded a much higher
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nodulation intensity from horn­worms challenged with the same dosages of heat­killed 
bacteria, approximately 75 nodules/larva (Fig. 3). 
A Nodulation­Inhibiting Factor in the Organic Fraction of X. nematophilus Culture 
Media 
It appeared from the foregoing results that challenge with living X. nematophilus 
somehow impaired the ability of tobacco hornworms to elaborate innate cellular immune 
reactions. To investigate this in more detail, we prepared organic and aqueous extracts of 
living bacterial culture media. We then assessed the ability of these extracts to influence 
nodulation reactions to challenge with standard dosages of heat­killed bacterial. Organic 
and aqueous extracts were dried and taken up in 100 ml of solvent, 50% ethanol for the 
organic fraction and 0.7% NaCl for the aqueous. Horn­worms were first treated with four 
volumes of the organic, or separately with the aqueous, extract, 0, 5, 10, and 20 ml. The 
insects were then challenged with heat­killed bacteria. It can be seen in Figure 4 that 
treatment with the aqueous extracts did not significantly influence the nodulation reaction 
to the heat­killed bacterial challenge. We recorded approximately 75 nodules/larva in all 
insects treated with the aqueous extracts. The situation is otherwise for hornworms 
treated with the organic extracts. Insects treated with the organic extracts produced 
significantly reduced nodulation intensity (Fig. 4), which was expressed in a dose­ 
dependent manner.
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Influence of Heat­Treating the Organic Fraction 
We also considered the possibility that heating the organic fraction would 
similarly attenuate nodulation intensity in response to challenge with heat­killed bacteria. 
It can be seen in Figure 5 that the organic extracts from heat­killed bacteria did not 
negatively influence nodulation. 
Immune­Impairing Factor Appeared in a Single Sub­Fraction of the Organic Fraction 
The influence of five sub­fractions of the organic fraction on nodulation reactions 
to bacterial challenge are shown in Figure 6. Control hornworms yielded about 80 
nodules/larva, which was unchanged in larvae treated with fractions A, B, and C. 
Nodulation was significantly impaired in larvae treated with fraction D 
(acetonitrile/methanol). 
Arachidonic Acid Reversed the Influence of the Organic Extract 
The nodulation­impairing influence of the factor in the organic extract could be 
reversed by treating experimental hornworms with arachidonic acid, a substrate for 
eicosanoid biosynthesis (Fig. 7). In this experiment, insects treated with heat­killed 
bacteria, then injected with ethanol, produced approximately 75 nodules/larva. 
Nodulation was attenuated to approximately 15 nodules/larva in hornworms treated with 
heat­killed bacteria, then injected with the organic extract of living bacteria. The 
influence of the factor in the organic extract was reversed, however, in insects that had 
been challenged with heat­killed bacteria, then injected with the organic extract, and then 
treated with arachidonic acid in a third injection. To control for the possibility that the
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third injection with ethanol stimulated nodulation in a non­physiological way, individuals 
in a fourth group of larvae were challenged with heat­killed bacteria, then injected with 
the organic extract, and then injected with ethanol, the vehicle for arachidonic acid 
injection. We recorded a very low nodulation, <15/larvae, in these insects. 
Influence of X. nematophilus on Immune Reactions to Other Bacterial Species 
We considered the possibility that the immune­depressing factor from X. 
nematophilus may impair insect immune reactions to other bacterial challenges. In these 
experiments, separate groups of S. exigua larvae were challenged with either of three 
plant pathogenic bacteria, P. putida, P. syringae, or R. solanacearum, then treated with 
either the organic or the aqueous fraction prepared from X. nematophilus culture medium. 
The data represented in Figure 8 indicate that larvae treated with the organic fraction 
produced significantly fewer nodules than larvae treated with the aqueous fraction in 
reaction to two species of bacteria, P. putida and R. solanacearum. The organic fraction 
did not influence nodulation reactions to P. syringae. 
Discussion 
The results of the experiments reported in this study support the hypothesis put 
forth by Park and Kim (2000) that the insect pathogen X. nematophilus impairs the innate 
immune system of host insects by exerting an inhibitory influence on eicosanoid 
biosynthesis. Several lines of evidence support this hypothesis. First, challenge with a 
wide range of dosages of living X. nematophilus, from 10 1 to 10 8 cfu/larva, elicited very 
little nodulation reactions. Second, nodulation did not increase above the minimal
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intensity level of approximately 15 nodules/larva throughout the time course of these 
experiments. Third, challenge with comparable dosages of heat­killed bacteria stimulated 
a 4­fold increases in nodulation, compared to the reaction to living bacteria. Fourth, the 
nodulation­attenuating factor was present in the organic, but not the aqueous, fraction of 
the bacterial culture medium. Fifth, challenge with the heat­treated organic fraction did 
not impair nodulation, while a similar challenge with organic extracts from living 
bacteria severely impaired nodulation. Finally, the influence of the factor in the organic 
fraction of the bacteria could be reversed by treating experimental hornworms with 
arachidonic acid, substrate for eicosanoid biosynthesis. We infer that a heat­labile factor 
in the organic fraction of the bacterium X. nematophilus somehow inhibits biosynthesis 
of immunity­mediating eicosanoids and thereby impairs the normal insect innate immune 
reactions to bacterial infection. 
Steinernema and Heterorhabditis nematodes live in mutualistic relationships with 
a variety of Xenorhabdus species. Nematodes in these families exploit an unusually wide 
range of potential hosts that may include representatives of virtually all insect orders 
(Kaya and Gaugler, 1993). The nematodes rely on their bacterial partners to kill the insect 
host and to suppress potential competing secondary microbes. These actions serve to 
establish an appropriate microenvironment for nematode development. The bacteria 
cannot kill their insect hosts immediately on infection, however, and it is possible that 
innate immune reactions to the presence of nematodes could prevent the parasitization 
cycle. The bacterially induced down­regulation of insect immunity also may serve to 
protect the invading nematodes from insect hemocytic defense reactions. Hence, the idea 
that a bacterial pathogen can influence the innate immunity of infected insects, which
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helps in the protection of its symbiotic partner, reveals a novel dimension of the chemical 
ecology of host­parasite biology. 
The bacterial partners of the nematodes are very virulent insect pathogens. In 
terms of pathological microbiology, a wide range of virulence factors are associated with 
bacterial invasion (Salyers and Whitt, 1994). These include structural features, pili, for 
example, that promote colonization, adhesins that promote binding to host cells, and 
siderophores that serve the bacteria in iron acquisition. Bacteria also secrete toxic 
compounds into their host tissues and cells. Various hydrolytic enzymes (proteases, for 
example) break down extracellular matrix and thereby disrupt host tissue structure. 
Bacterial cell wall components, such as lipopolysaccharide (LPS; also known as 
endotoxin) also are toxic to hosts. Aside from these factors, which are under genetic 
control and thereby help in understanding the variance in virulence among bacterial 
strains, bacteria can also evade and disrupt mammalian host defenses. Variations in 
bacterial cell surface antigens, for example, serve to evade antibody reactions. 
The virulence of Xenorhabdus as an insect pathogen also can be understood in 
terms of factors that enhance colonization, suppress secondary microbial invasions, and 
attenuate insect innate immune reactions. The idea that an insect pathogen can attenuate 
insect immunity through its influence on eicosanoid biosynthesis is an attractive and 
operationally useful model. 
In interpreting our findings, there is concern that the organic fractions of living 
bacteria may inhibit nodulation due to the potential cytotoxicity of the solvents used to 
prepare the fractions. Hence, the reduced nodulation seen in Figure 4 could be an artifact.
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The work represented in Figure 5, however, shows that the organic fraction of heat­killed 
bacteria did not inhibit nodulation, which allays the concern. 
The idea that various bacterial species can induce differing levels of nodulation 
intensity has been explored (Ratcliffe and Walters, 1983; Rahmet­Alla and Rowley, 
1989). For example, Howard et al. (1998) found that tobacco hornworms challenged with 
Serratia marcescens and Escherichia coli produced many nodules, >80 nodules/larva, 
while relatively few nodules were recorded in hornworms infected with Bacillus subtilis 
(>20 nodules/larva) and Sarcina flava (about 40 nodules/larva). Such differences were 
ascribed to features of the bacterial species, such as LPS structure, and to features of the 
interaction between bacteria and their insect hosts (Howard et al., 1998). With the 
eicosanoid inhibition hypothesis, Park and Kim (2000) open the intriguing possibility that 
many microbial invaders manipulate to their own advantage the innate immunity of their 
hosts. 
.
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Figure 1. The influence of dosages of living bacteria, Xenorhabdus nematophilus, on 
nodulation intensity in fifth instar tobacco hornworms, Manduca sexta. Hornworms were 
intrahemocoelically injected with the indicated dosage of living bacteria, then nodulation 
was assessed at 24 h post­challenge. Histogram bars with the same letter are not 
statistically different, P < 0.05.
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Figure 2. A time course of nodule formation in fifth instar tobacco hornworms, M. sexta 
challenged with living bacteria, X. nematophilus. Hornworms were intrahemocoelically 
injected with living bacteria (10 6 cfu/hornworm), then nodulation was assessed at 24 h 
post­challenge. Each point represents the mean number of nodules/larva (n = 6) and the 
error bars represent 1 SEM.
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Figure 3. A comparison of the influence of living and heat­killed bacterial challenge on 
nodulation intensity. Horn­worms, M. sexta, were intrahemocoelically injected with 10 6 
cfu/hornworm of living or heat­killed bacteria, X. nematophilus, then nodulation was 
assessed at 24 h post­challenge. Each histogram bar represents the mean number of 
nodules/larva (n = 6) and the error bars represent 1 SEM. Histogram bars with different 
letters are statistically different, P < 0.05.
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Figure 4. The influence of organic and aqueous extracts of living bacteria, X. 
nematophilus culture medium, on nodulation reactions to intrahemocoelic challenge with 
heat­killed bacteria, X. nematophilus. Hornworms, M. sexta, were injected with the 
organic or aqueous extract, then intrahemocoelically injected with 10 6 cfu/hornworm of 
heat­killed bacteria. Nodulation was assessed at 24 h post­challenge. Each histogram bar 
represents the mean number of nodules (n = 6) and the error bars represent 1 SEM. 
Histogram bars with the same letter are not statistically different, P < 0.05.
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Figure 5. The influence of organic extracts of X. nematophilus culture medium, on 
nodulation reactions to intrahemocoelic challenge with heat­killed bacteria, X. 
nematophilus. Hornworms, M. sexta, were injected with the indicated organic extract, 
then intrahemocoelically injected with 10 6 cfu/hornworm of heat­killed bacteria. 
Nodulation was assessed at 24 h post­challenge. Each histogram bar represents the mean 
number of nodules (n = 6) and the error bars represent 1 SEM. Histogram bars with 
different letters are statistically different, P < 0.05.
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Figure 6. The immunosuppressive factor appears in a single sub­fraction of the organic 
extract of X. nematophilus culture medium. The organic extract was fractionated on a 
silica gel column, then separate groups’ tobacco horn­worms, M. sexta, were treated with 
one of the fractions and challenged with heat­killed bacteria (10 6 cfu/hornworm). 
Nodulation was assessed as 24 h post­challenge. Each histogram bar represents the mean 
number of nodules (n = 6) and the error bars represent 1 SEM. Histogram bars with the 
same letter are not statistically different, P < 0.05.
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Figure 7. Arachidonic acid reversed the effect of the organic extract on nodulation. 
Tobacco hornworms, M. sexta, were treated with ethanol (EtOH) or the organic extract 
(ORG) and then challenged with heat­killed bacteria (10 6 cfu/ hornworm). Immediately 
after challenge, test insects were treated with 50 mg of arachidonic acid (ORG+AA). 
Control insects were treated with ethanol (ORG+EtOH). Nodulation was assessed at 24 h 
post­challenge. The histogram bars represent the mean number of nodules (n = 6) and the 
error bars represent 1 SEM. Histogram bars with the same letter are not significantly 
different from each other, P < 0.05.
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Figure 8. The influence of organic extracts of X. nematophilus culture medium on 
nodulation reactions to intrahemocoelic challenge with three species of plant pathogenic 
bacteria. Tobacco hornworms, M. sexta, were injected with either the organic or aqueous 
extract, then intrahemocoelically injected with 10 6 cfu/hornworm of heat­killed bacteria. 
Nodulation was assessed at 24 h post­challenge. Each histogram bar represents the mean 
number of nodules (n = 6) and the error bars represent 1 SEM. Histogram bars with the 
same letter are not statistically different, P < 0.05.
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Chapter 6 
Summary and Conclusion
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This dissertation bolsters the eicosanoid hypothesis (Stanley and Howard; 1998; 
Stanley; 2000; Stanley et al., 2009) by using rigorous chemical methods to determine the 
structures of prostaglandins (PGs) synthesized from two insect species. Also, I describe a 
bioassay for a natural product that inhibits PG biosynthesis.  I used the bioassay to isolate 
and partially identify an inhibitor from the insect pathogenic bacterium, Xenorhabdus 
nematophila. Taken together, the chemical identification of PGs and the biological 
significance of inhibiting their synthesis, provide strong evidence that PGs are important 
lipid mediators in insects. 
PGs are a subgroup of the eicosanoids, a group of biologically active, oxygenated 
metabolites of arachidonic acid (AA) and two other C20 polyunsaturated fatty acids 
(PUFAs). The presence and biological activity of eicosanoids have been indentified in 
nearly all major animal phyla, including single­celled organisms (Stanley, 2000). In 
mammals, eicosanoids mediate fever induction, contraction (and relaxation) of smooth 
muscle, down­regulation of mast cell function, ion­transport physiology, cellular 
immunity and gene expression. Many pathophysiological actions in humans are directly 
related to eicosanoids. Gauging from the prevalence of these compounds in most 
metazoan organisms and their parallel modes of action, I surmise that eicosanoids 
represent an ancient signaling system, widely adapted in diverse phyla for many 
biological actions. 
In insects, eicosanoids exert regulatory roles in immunity, reproduction, behavior, 
host­parasite relationships, stress induction, thermoregulation and ion transport (Stanley, 
2000; Stanley 2006). Studies of several insect immune reactions to infection and 
invasion, including nodulation, microaggregation, cell spreading, cell migration and
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encapsulation strongly support the idea that eicosanoids mediate insect immune responses 
(Miller et al., 1994; Stanley et al., 2009). The eicosanoid hypothesis is supported by the 
outcomes of experiments with over 20 species representing holo­ and hemimetabolous 
orders as well as juvenile and adult insects.  Further support for the hypothesis will 
depend on determining the chemical structures of known and unknown eicosanoids, as 
described just below. 
The catalog of eicosanoid mediators represents a large group of compounds from 
many enzymatic, and some non­enzymatic, processes. Although studies in mammalian 
systems have outlined the synthesis these compounds, the evidence for these pathways is 
scant in insects systems. As eicosanoid research in invertebrates continues, entirely new 
compounds are coming to light. The “classical” eicosanoids are lipoxygenase (LOX) and 
cyclooxygenase (COX) products, commonly identified as leukotrienes (LTs) and 
prostanoids, respectively. The prostanoids include the prostaglandins, prostacyclins (PIs) 
and thromboxanes (TXs). A large body of literature on vertebrates describes the chemical 
and biological characteristics of these lipid mediators. The recent discoveries of other 
C20 eicosanoids, now known as “nonclassic eicosanoids”, are providing new directions 
for investigating biological actions in insects. 
Recalling Chapter 1, the epoxygenase pathway produces epoxide metabolites of 
C20 PUFAs. In mammals, these compounds function as autocrine and paracrine effectors 
that modulate ion transport, anti­inflammatory responses and anti­fibrinolytic effects in 
the heart and kidneys (Spector et al., 2004). Epoxygenases are cytochrome P450 
monooxygenases and in insects they are crucial enzymes in insecticide resistance. The 
eicosanoid products of these enzymes remain unknown in insects and they provide one of
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many new topics for future research in insect biochemistry. Other nonclassic eicosanoids 
are derivatives of C20 PUFAs or even other eiscosanoids.  These include hepoxilins, 
lipoxins, resolvins, epi­lipoxins, isofurans, isoprostanes, endocannabinoids, oxo­ 
eicosanoids and levuglandins (Salomon et al., 1984; Stanley, 2000; Fessel et al., 2003; 
Serhan et al., 2004). These molecules are strongly associated with lipid­mediated, 
oxidative injury in humans (Salomon, 2005). LOX products also act in insect immunity 
(Stanley et al., 2009). Discovery of these and other novel eicosanoids in insects depends 
entirely on rigorous chemical procedures needed to identify them. This fledging field of 
insect lipid chemistry and biochemistry provides fertile ground for advancing our overall 
understanding of insect physiology and biology. 
An uncharted course in lipid biochemistry of insects is the oxygenated products of 
the C18 PUFA linoleic acid (LA). As presented in my extra­dissertation activities, I 
outline work showing that insect tissue is competent to synthesize two products, 9­ 
hydroxyoctadecadienoic acid (9­HODE) and 13­hydroxyoctadecadienoic acid (13­ 
HODE). These two metabolites may provide an entirely new direction for identifying 
lipid mediators in insect systems. HODEs mediate a wide range of actions in mammals 
including regulation of platelet function, maintenance of vascular thromboresistance, 
transduction of cellular responses to growth factors, stimulation of cell proliferation, 
extracellular matrix synthesis, inhibition of triacylglycerol­rich lipoprotein secretions and 
selective inhibition of protein kinase C (Spindler et al., 1996; Murthy et al, 1998; 
Pongracz and Lord, 1999; Negishi et al., 2004). With the exception of the work presented 
in the Appendix, these compounds remain completely unknown in insects and therefore 
represent still another potentially significant line of research in lipid signaling molecules.
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Research presented in this dissertation and elsewhere on the biological 
significance of eicosanoids and other lipid mediators in insects highlights the growing 
value of multidisciplinary research in biology.  Multidisciplinary research is not new. 
Looking back at the Loher (1984) work on the roles of PGs in releasing oviposition 
behavior in Australian field crickets, I note that research was led by a classically­trained 
behaviorist with no formal training in chemistry or biochemistry. Loher assembled a 
multidisciplinary team composed of an endocrinologist, a biochemist and two chemists in 
addition to a behaviorist to generate a break­through study of cricket behavior.  He was 
pointing the way toward multidisciplinary research nearly 3 decades ago.  Going a little 
further back, the discovery that insect cuticular hydrocarbons carried biological 
information is another breakthrough in insect science coming from interdisciplinary 
research between a chemist and a biochemist (Howard et al., 1980).  Here, I suggest that 
continued advances in insect science will come from the work of well­coordinated, 
multidisciplinary teams of scientists.  My goal is to play an active role in some of these 
teams. 
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Appendix 
Extra­dissertation research, teaching 
and grant writing experiences
158 
I entered the graduate program in the Department of Entomology as an 
experienced professional teacher of high school chemistry and biology.  My goal was to 
participate in a graduate experience in which I would contribute to the program while 
growing professionally through coursework, seminars, interactions with faculty members, 
working in a research group and conducting research.  My experiences went far beyond 
my expectations of coursework and research. 
The following sections outline extra­dissertation experiences in international 
research, teaching, developing curricula, developing web­sites, engaging field research, 
conducting independent chemical and biochemical research for my M.S. program and 
writing successful grant proposals to link high school and university instruction for 
advanced high school chemistry students.  Taken together, these activities helped me gain 
the knowledge base, experience and confidence that are integral features of graduate 
programs leading to the Ph.D. degree. 
Research at the International Level 
I gained valuable experience as a research scientist through collaborations at the 
international level. I worked on pheromone chemistry with an international scientist, Dr. 
Juan Cibrian­Tovar, during his sabbatical in Dr. Stanley’s lab.  I worked out a plan and 
chemically synthesized two sets of pheromones, then confirmed structures by mass 
spectrometry and nuclear magnetic resonance spectroscopy.  Dr. Cibrian field­tested the 
pheromones, finding they did not attract the target pest species.  While we did not publish 
the results, I gained synthetic chemistry experience and improved my knowledge of 
pheromone chemistry by spending a great deal of time with Dr. Cibrian.  I also worked
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with Youngjin Park, then a graduate student visiting for 5 months from South Korea, as 
described just below.  I also collaborated with Park’s advisor, Profesor Yonggyun Kim, 
who spent time in Dr. Stanley’s laboratory furthering their research on eicosanoid 
inhibitors.  I collaborated with Dr. Kemal Büyükgüzel during his sabbatical research in 
Dr. Stanley’s lab, contributing chemical identifications.  All these experiences broadened 
my appreciation and understanding of scientific research at the international level. 
Teaching Insect Physiology 
During the fall semesters of 2007­08 and 2009­10, I have been solely responsible 
for the administration of the Department of Entomology’s Insect Physiology 401/801 
course. As part of my responsibility of this course, I developed the curriculum, presented 
lectures, created assessments, developed the laboratory program and evaluated student 
progress. The central context of the course was designed around the concept of 
integrating the endocrine system as a central theme in the study of insect physiological 
systems. The students in this course were exposed to the principal components of several 
systems along with the underlying mechanism that coordinates biological activities. The 
challenge of teaching both graduate and undergraduate students in the same course relies 
on the ability to create a curriculum that engages students in the course content at a level 
commensurate with their academic backgrounds.   This necessitates providing instruction 
and conversations that allows the undergraduates to gain an understanding of the 
complexities of a system without the biochemical background. Many of my lessons 
incorporate analogies and examples that make even the most complex interactions 
relevant to all students, in some accord. Utilizing concrete examples that serve to
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correlate new learning can help undergraduates experience lessons from a relevant point 
of view. 
The laboratory portion of the 401/801 course incorporates an exploratory set of 
activities that allows students an opportunity to interact with insects through a 
physiologist’s point of view. The 496/896 course is part of the distance program where 
students work much more independently compared to direct contact with an instructor. 
Mastery learning strategies are incorporated into this course where students become able 
to demonstrate understanding by using online quizzes through Maple TA, a software 
program offered through UNL’s Blackboard program. The opportunity to engage a 
curriculum through repetition and critical analysis provides a mechanism where 
conversations through the discussion board become consistent with mastery­level 
students. Student feedback was very positive and reaffirms my professional  goals of 
developing a curriculum that engages students at a critical thinking level but providing 
instruction that focuses on student learning. 
I was also responsible for facilitating the evaluative component of Entomology 
496/896 distance course during three semesters. This course was designed to use Dr. 
David Stanley’s recorded lectures while he taught the course. The students were provided 
online reading assignments that were put together by both Dr. Stanley and myself, and 
then were evaluated by questions presented through the EDU software system. This was a 
mastery­level course where students read, listened to lectures, presented questions via 
emails and completed the evaluation components. By evaluating students based on Dr. 
Stanley’s lectures and curriculum, I could engage his thinking processes as he created his 
course. His approach to course content was centered about contemporary research and
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how it applies to insect physiology. His immense knowledge of scientists and their work 
is amazing. I hope that as my course and experiences continue, a greater scope of 
research findings are integrated into the class. 
Websites 
Insect Physiology 496/896. Sean M. Putnam and Dr. David W. Stanley. 
http://lhs2.lps.org/staff/sputnam/Ent801/Ento801.htm 
Insect Physiology 496/896. Sean M. Putnam. 
http://lhs2.lps.org/staff/sputnam/Ento801_07/ENTO401801.htm 
Insect Physiology 496/896 EDU evaluation page. Sean M. Putnam 
http://calculus.unl.edu/edu/classes/IPSp09a2/ 
Curriculum development for an insect molecular biology course 
In collaboration with Dr. John Foster, I have been developing a graduate­level 
course in insect molecular biology. Dr. Foster presented his plans of creating a three­ 
pronged curriculum aimed at introducing graduate students to physiology, biochemistry 
and molecular biology. These three scientific scopes are incorporated into many 
biological research programs. In correlation with my insect physiology curriculum, I set 
out to create a curriculum which takes a molecular approach to entomological research. 
Physiology represents the biological action of organisms, whereas molecular biology 
represents the genomic expressions that underlie these actions. The third component, 
biochemistry, aims at describing the interactions of the chemicals that facilitate biological 
actions in organisms. All biological actions within in an organism fundamentally can be 
approached by any one of these scientific approaches. It is the understanding that all three
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areas function cohesively to mitigate any biologic action that forms a strong academic 
program. 
As the course content developed, my intent was to make a curriculum that 
represented our current knowledge in molecular biology come alive for the students. By 
developing a curriculum that can be presented using current instruction technologies, this 
course can be integrated into the direct instruction practices of on­campus courses or via 
the internet, as a developing practice for distance courses. Dr. Stanley and I began the 
development of interactive instructions with the insect physiology course. The lab 
component presented introductory information which included interactive components. 
The molecular biology course also contains interactive components where students are 
able to engage the content through various forms of on­line instruction. I am excited to 
see this course come to fruition and plan to continue developing coursework within the 
biochemical scope. 
Mark­recapture analysis of Western corn rootworm, Diabrotica 
virgifera virgifera, using rubidium labeling 
Mark­recapture studies that assess intra­ and inter­field dispersion of agricultural 
pests have become a useful tool for ecological entomologists.  Pest migration from 
pesticide treated fields to untreated fields diminishes the effectiveness of pest­ 
management programs and therefore identifying the migration patterns may help develop 
new practices that improve agricultural pest control. 
Using trace elements as a marking strategy for characterizing pest migration 
emerged in the 1970s (Hagler and Jackson, 2001). This strategy utilizes elements that 
exist at very low levels within insect tissues and the environment.  These trace elements
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are taken up by insects, typically from feeding them diets supplemented with the trace 
element.  The concentrations of trace elements then rise above native concentrations, thus 
providing a means for analyzing insect mobility by using trace element levels. Rubidium 
(Rb), an alkali metal, exists at trace levels within the lithosphere. Coupled with its ability 
to substitute for sodium and potassium within tissues, Rb makes an excellent candidate 
for mark­recapture studies.  Sodium and potassium exist at much higher levels than Rb in 
insect tissues and can easily be replaced within biological systems with virtually no 
changes to a population. Once taken into tissues, the Rb can be extracted and quantified 
by atomic absorption spectroscopy. This type of spectroscopy measures the amount of 
energy absorbed by a solution upon exposure to a specific wavelength of light, 780.0 nm 
for Rb. 
Nowatzki et al. (2003) studied the intra­field movement of western corn 
rootworm, Diabrotica virgifera virgifera, by labeling the larvae with rubidium chloride. 
Optimal labeling for western corn root worm larvae was identified where RbCl(aq) was 
applied to the soil, at the base of the corn plant, and within the whorl at concentrations of 
1.0 g Rb/plant.  Assessing rubidium levels within both insect and plant tissues, along with 
the soil, required extracting Rb from these samples. As a member of this project, I helped 
develop the protocols for extracting Rb. Initially, all samples were dried at 80 o C for 24 
hours followed by dissolution in an extraction solution. Soil samples were exposed to 1N 
ammonium acetate (pH 7.0) and subsequently centrifuged at 4000 rpm for 3 min. After 
centrifugation, 10 ml of supernatant was removed for analysis. For plant and insects 
tissues, 70% nitric acid digestion for 12 hours followed by immersion in an 80 o C dry 
bath for 1 hour was sufficient for Rb extraction. Rb levels in these samples were
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measured in a graphite furnace by atomic absorption spectroscopy.  From this work, it 
was found that larvae were sufficiently labeled, above background, for up to 6 days, post­ 
emergence.  This study provides the evidence to show that migration of western corn 
rootworm by Rb mark­recapture techniques is feasible. 
Publication 
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In vitro synthesis of insect pheromones 
First evidence that insects utilize chemical messengers to attract the opposite sex 
dates to the 1870s when two scientists, Joseph A. Lintner and Jean­Henri Fabre, 
independently showed that newly emerged female moths are able to attract male moths. 
German biochemist Peter Karlson and Swiss entomologist Martin Lüscher were the first 
to describe pheromones as compounds which are given off by an animal which in turn 
triggers a specific behavioral or developmental response in another animal of the same 
species. Another German biochemist, Adolf Butenandt, painstakingly isolated and
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characterized the first pheromone from silkworm moths. These scientists laid the 
foundation for utilizing pheromones as a component of modern pest­managements 
systems (Patlak et al., 2003). 
Showing that insect pheromones are capable of attracting members of the same 
species has been known for over 130 years but using pheromones to control agricultural 
pests has emerged only in the last 30 years. Identifying pheromones was facilitated with 
development of sophisticated analytical instrumentation.  Isolating, characterizing and 
synthesizing them for use in field trials is a highly sophisticate area of chemistry. 
Although sometimes an arduous task, utilizing these compounds for pest management 
offers significant economic and ecological benefits.  Although pheromone trapping has 
not been as successful in pest management as once hoped, insect pheromones are in wide 
use in pest monitoring programs.  Of particular importance, some pheromones are used to 
monitor for possible pest at international borders. 
Working with Dr. Juan Cibrian­Tovar, I synthesized two sets of insect 
pheromones beginning with unsaturated fatty acids as initial substrates.  The first set of 
pheromones were isolated and characterized by GC/MS from Copitarsia consueta 
(Lepidoptera: Noctuidae), a moth which plagues cabbage crops in Mexico. The second 
insect characterized was Copitarsia incommada Walker (Lepidoptera: Noctuidae). The 
two sets of pheromones for these two insects were synthesized from the fatty acids, a­ 
linolenic acid (Z,Z,Z­18:3D 9,12,15 ) and myristoleic acid (E­14:1D 9 ), respectively. 
The synthesis of C. consueta pheromones involved the production of two different 
compounds from a ­linolenic acid.  The first step involved the lithium aluminum hydride 
reduction of the a ­linolenic acid carboxyl group to a hydroxyl group, producing the
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alcohol, a ­linolenol (18:3­OH). The second step, oxidizing the alcohol to an aldehyde, a 
­linolenal, required using NMO/TPAP (N­methylmorpholine­N­ 
oxide/tetrapropylammonium perruthenate) as the oxidizing agent. Both products were 
purified, concentrated and analyzed by NMR.  The products were subsequently taken to 
Mexico for pheromone capturing field trials. 
The second synthesis, pheromones of C. incommada, required the reduction of 
myristoleic acid to the alcohol followed by acetylation producing an ester, myristoyl 
acetate.  As in previous reduction of a ­linolenic acid, the reduction of myristoleic acid 
using lithium aluminum hydride produced the alcohol of myristoleic acid, myristol (cis 9­ 
tetradecen­1­ol). Acetylation of myristol was accomplished by reacting the alcohol with 
acetic anhydride in the presence of the catalyst, N,N­dimethylaminopyridine (DMAP). 
Purification, concentration and analysis by NMR verified the products. These products 
were also taken to Mexico for pheromone capture field trials. 
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Laboratory instructor for Insect Physiology 401/801 
During the fall semester of 2003­2004, I taught the lab component of Insect 
Physiology 401/801.  I was responsible for developing the online lab manual, lab 
preparation, introducing lab objectives and procedures, and monitoring students during 
lab activities.  The evaluation component for the lab was coordinated with lecture 
assessments, which employed the UNL­hosted EDU system. 
As a high school science teacher, working with undergraduate and graduate 
students allowed me to further enhance my teaching experience. Teaching students who 
have a larger knowledge of science and better understanding of the scientific method 
allowed me to utilize more inquiry­based strategies where students could critically 
evaluate protocols and data while investigating scientific principles. By comparing high 
school and college students, it is easy to see that academic success at any level is 
predicated on the prepared mind.  As expected, students in the lab course who prepared 
for each activity by reading the lab introduction and procedures, and developing a model 
for the activity were more successful. This experience has reinforced my belief that 
learning is a skill that requires continual reinforcement and reflection. By understanding 
what makes us successful as learners helps establish a foundation for successful teaching. 
Developing the online lab manuals for the physiology lab provided the students 
with a resource which incorporated more dynamics models and ancillary resources which 
is concurrent with our knowledge of insect physiology research. Developing dynamic
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resources, such as an online lab manual, helps foster a student’s understanding of 
scientific concepts. I have utilized these kinds of resources in my high school teaching 
and believe that students who actively engage new learning in multiple ways are able to 
master learning objectives and develop a deeper understanding of science. 
Cooperative LHS/UNL research practices for high school chemistry 
students 
As a non­traditional graduate student who also teaches high school science 
classes, I have the rare opportunity to connect my research experiences to learning 
objectives and teaching in my classroom.  The analytical equipment and research 
practices we use in the insect physiology lab are common to many organic and 
biochemical labs. Through my experiences and with the assistance of Dr. Stanley, I have 
been able to develop research activities where my advanced chemistry students use this 
equipment and protocols to answer significant scientific questions. 
These activities have been supported by grants from the Lincoln Public Schools 
Foundation and Sun Microsystems.  Through these grants we have introduced high 
school students to study prostaglandin biosynthesis and fatty acid composition in insect 
tissues, identify uptake of deuterated polyunsaturated fatty acids into the midgut of 
Manduca sexta, and analyze hydrocarbon profiles of termite caste members.  Through 
these experiences, my students have developed a better sense of how research is 
conducted and with the use of analytical equipment, such as GC, TLC, & GC/MS, have 
developed skills which they can use later in their education. Students who have graduated 
from this program have gone on to represent many facets of science education, such as 
medical school, chemical engineering, pharmacy, science research (one graduate is
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published in Virology detailing research with HIV matrix domain replacements), science 
education, international public health, materials science and engineering. The experiences 
that high school educators can integrate into higher level science classes provide a richer 
set of experiences for students. 
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M.S. research:  Linoleate metabolism by fat body of the tobacco 
hornworm, Manduca sexta 
This researched reported on the presence and biosynthesis of 9­ and 13­ 
hydroxyoctadecanoic acid (9­ and 13­HODE) in fat body of tobacco hornworms, 
Manduca sexta. The HODEs are oxygenated metabolites of linoleic acid, 18:2n­6, 
making them 2 carbons shorter than eicosanoids.  Fat body preparations were treated with 
18:2n­6.  After 20 min incubations at 30 o C, two HODES, 9­ and 13­HODE, were 
extracted from the fat body preparations, derivatized and analyzed on gas 
chromatography­mass spectrometry.  The identity of the two HODEs was confirmed by
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analysis of the mass spectra.  After confirming the structure of the HODEs, HODE 
biosynthesis was characterized.  In the hornworm fat body preparations, HODE 
biosynthesis was sensitive to incubation time, pH, radioactive substrate, and protein 
concentration.  In mammals, both cyclooxygenases and lipoxygenases are responsible for 
HODE biosynthesis.  The hornworm fat body preparation was sensitive to the dual 
cycloxygenase/lipoxygenase inhibitor, phenidone, from which I infer insects, as seen in 
mammals, biosynthesize HODEs via enzymatic oxygenation.  HODEs represent another 
group of the growing list of lipid mediators in insect biology. 
The HODEs make up a group of lipid mediators new to our understanding of 
insect physiology.  Because recognition of these mediators is new, their biological 
significance is not yet plain.  It appears that the main actions of HODEs lie in their 
influence on intracellular signal transduction systems.  In their study of HODE actions in 
melanoma cells, Liu et al. (1995) reported that 12­hydroxyeicosatetraenoic acid (12­ 
HETE, a LOX product of arachidonic acid) activated protein kinase C­a, leading to 
increased adhesion of the cells to a matrix protein.  13­HODE effectively inhibited this 
and the authors speculated that the actions of 12­HETE and 13­HODE take place via 
interactions with a specific receptor site.  Hui et al. (1997) showed that 13­HODE acts as 
a specific enhancer of epidermal growth factor­dependent DNA synthesis.  Similarly, 
Shureiqi et al. (2003) suggested that 13­HODE induces apoptosis in colorectal cancer 
cells by down­regulating peroxisome proliferators­activated receptors, which act as 
nuclear receptors for 18:2n­6, 20:4n­6 and their oxygenated metabolites.  I suggest that 
HODEs also influence signal transduction systems in insect systems.
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